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Bunécna linie iPSC-hDPSC predstavuje Spickovy model odvozeny z lidskych kmenovych bunék zubni dfené
(hDPSC). Tyto buriky pochazeji z tkané zubni drené, kde se podrobi enzymatickému stépenti, aby se izolovala
adherentni frakce. Po dosazeni 70-80% konfluence jsou buriky subkultivovany a kryokonzervovany ve stadiu 1.
Tento zakladni krok md zasadni vyznam pro zachovéni bunécné integrity a zajisténi Zivotaschopnosti
kmenovych bunék pro budouci pouZziti.

Vyznamnym pokrokem je pfeprogramovani hDPSC na indukované pluripotentni kmenové buriky (iPSC), kterého
bylo dosazeno pomoci techniky epizomalniho preprogramovani. Tato metoda vyuziva vektory, které obsahuiji
faktory Yamanaka - Oct-4, Sox-2 a Klf-4 - spolu s p53 Anti-sense, EBNA-1 a markerem ¢erveného fluorescenéniho
proteinu. Epizomalni pfistup je obzvlasté vyhodny, protoZe se vyhyba integraci reprogramovacich faktort do
genomu, ¢imZ se zachovava geneticka stabilita iPSC. Vysledna linie iPSC-hDPSC vykazuje pluripotentni
vlastnosti, coZ z ni ¢ini cenny nastroj pro vyzkum v oblasti regenerativni mediciny, modelovani nemoci a
objevovani léCiv.

Clovék

Treti molar

Normalni darce

Modelovani nemoci, objevovani éCiv a testovani toxicity, regenerativni medicina, geneticky vyzkum, studie
vyvojové biologie

Kavkazsky

IPSC, kolonie s definovanymi okraji

Kmenové buriky

Adherentni

iPSC-hDPSC (katalogové ¢islo Cytion 300622)
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NCBI_TaxID

9606

CellosaurusAccession CVCL_B7DW

GMO Status

GMO-S1: Tato linie lidskych iPSC (iPSC-hDPSC) obsahuje epizomalni plazmidy kédujici OCT4, SOX2, KLF4
a c-MYC, které podporuji reprogramovani dentélnich stromalnich bunék. Konstrukty jsou udrZzovany bez
virovych sekvenci. Tato klasifikace plati pouze v Némecku a mze se liSit v jinych zemich.
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mTESR

ReLeSR

Chcete-li zlepsit proces oddélovani a opétovného osazovani bunék, postupujte podle nasledujicich kroka:

Odstrante pouzité médium a oplachnéte buriky PBS (bez vapniku a horciku).

Pridejte oddélovaci roztok a nechte jej pisobit podle pokynti vyrobce.

Opatrné pridejte k burikdm Cerstvé médium.

Jemné buriky oddélte, aby doslo k jejich minimalnimu poskozeni.

Potahnéte Cerstvou Sestijamkovou kultivaéni desticku vitronectinem a disociované buriky nasadte do
dvou jamek pro dalsi kultivaci.

N

Pro zajisténi optimalniho rdstu bunék a konzistence experimentu se doporucuje pouZzit hustotu vysevu 5 000 az
10 000 bunék/cm?, jakmile se buriky pfizplsobi kultivaénim podminkam.

Fluid renewal Denné

Post-Thaw Rychle

Recovery

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame 80 % FBS + 10 % bazalniho média + 10 % DMSO pro udrzeni

medium Zivotaschopnosti nebo CM-1 (katalogové ¢islo Cytion 800100) pro vynikajici kryoprotekci, ktera zabranuje
nezadouci diferenciaci a zarover zachovava pluripotenci a bunécnou integritu.
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Thawing and

rin vo s . . L . . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pfi dodani hluboce zmrazend, protoze buriky se prepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamfZita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvi¢ku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezdstane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrZovani bunécéné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating Zadny

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.

Shipping
Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnozstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.
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Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

°C. Skladovani pri -80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pfed pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality a molekularni analyza

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testl zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné¢né kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.
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